Valasz Prof. Dr. Kéki Sandornak, a MTA doktoranak
,,LEZERES MINTABEVITELRE EPULO TOMEGSPEKTROMETRIAS
MODSZEREK FEJLESZTESE ES ALKALMAZASA BIOAKTIV
VEGYULETEK VIZSGALATABAN?” cimii MTA doktori értekezésemrél készitett
opponensi biralatara

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni Kéki Sandor professzor urnak, hogy elvallalta doktori
munkam birdlatat, illetve idét és energiat aldozva elkészitette opponensi véleményét
disszertaciomrol. Koszondm a méltatd szavakat, a kritikai megjegyzéseket, a tézispontjaim
elfogadasat és az MTA doktori disszertdciom nyilvanos vitara bocsatasanak tamogatasat.

Az opponens megjegyzéseire és kérdéseire adott valaszaimat az alabbiakban foglalom dssze:

Megjegyzések:

1. Koszondm opponens Ur megjegyzését! Dolgozatom elkészitése soran torekedtem a
témateriilet atfogd, de az olvas6 szamara nem tllzottan szdraz szakirodalmi
ismertetésére.

2. A disszertacioban torekedtem a tomegspektrometrids terminologia pontos €s szakszeri
alkalmazasara, azonban sajnalatos modon néhany kovetkezetlen vagy félreérthetd
megnevezes mégis bekeriilhetett a dolgozatomba.

A molekulaion kifejezést az M* és M™", illetve M~ esetében kivantam alkalmazni, mig a
kvazi-molekulaion tobbnyire a protonalt [M+H]" vagy deprotonalt [M-H] ionizalt
formakra vonatkozik, de hasznalhatjuk a Na, K, matrix stb. adduktok esetében egyarant.

3. Koszonom a korrekciot, egyetértek opponens ur véleményével, hogy a nagy felbontas
szakszertlibb kifejezés lett volna!

4. Koszondm opponens ur megjegyzését, dolgozatomban valdban tobb helyen keveredik
a két kifejezés és eldfordul a helytelen hasznalat.

A reflektron, egy elektrosztatikus potencidlgradiens segitségével mitkddd iontiikor,
amely az ionforrasban keletkezett ionok kinetikai energia-eloszlasanak korrekciojat és
foként a spektralis felbontds, valamint a tomegpontossag novelését célozza.

Egyetértek opponens ur azon véleményével, hogy a tomegspektrometriaban a reflektron
kifejezés az altalanosan elfogadott, azonban a reflektron és reflektor (ionreflektor)
kifejezések hasznalata a szakirodalomban is némi kovetkezetlenséget mutat, amit az
alabbi dbrakon is szemléltetek.
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A reflektronnal ellatott TOF tomeganalizator egységen beliill az ionok reflektron
modban torténd detektalasat egy microchannel plate (MCP) detektor végzi, amelyet
reflektron vagy reflektor detektornak neveziink, megkiilonboztetve a linearis
elrendezésben alkalmazott un. linearis detektortdl. A szakirodalomban ¢és a kiilonb6zo
tomegspektrométer gyartok altal hasznalt terminoldgiaban is megtalalhatjuk mindkét
kifejezést, amit sajnalatos mddon én is atvettem és kovetkezetleniil hasznaltam.
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Shimadzu MALDI TOF MS berendezés felépitése

https://www.ssi.shimadzu.com/service-support/fag/maldi/maldi-basics/index.html

Diagrams of autoflex speed and ultrafleXtreme MALDI- .Eg,.
TOF/TOF MS systems

Bruker Daltonics

Bruker MALDI késziilékek felépitése.

https://www.bruker.com/en/products-and-solutions/mass-spectrometry/maldi-tof.html
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5. Koszondm opponens Ur megjegyzését. Az abrakon valdban nem szerepelnek az
ionizaciods folyamatok soran létrejovo toltések.

Az 5. tablazat tartalmazza az LDI TOF/TOF tomegspektrometrias koriilmények kozott
detektalt fragmenseket. A tdblazatban a detektalt m/z értékek mellett zardjelben
megadtam a 25-27. dbrédkon szerepld molekulatdredékekre valo utaldsokat (pl. A/L).
Mivel egy-egy anyaionbol tobb fragmens iont is sikeresen detektaltunk igy a toltés
minden rdmai szdmmal jelzett struktirdn megjelent volna, ami ugyancsak félrevezetd
lehet. Egyetértek opponens Ur véleményével, hogy a tdbldzatban és az dbrakon szerepld
eredményeket és azok értelmezését jobban, egyértelmiibben kellett volna prezentalnom.

6. Opponens Ur véleményével 0sszhangban elismerem, hogy félreérthetéen fogalmaztam
az 5.1. fejezetben. A kérdéses mondat igazabdl éppen azt szeretné hangstlyozni, hogy
a MALDI TOF/TOF MS vizsgélat a megszokott polipeptidekre/fehérjékre jellemzd
tomegtartomanyon kiviill még a kisebb molekulatomegii vegyliletek szerkezet
azonositasara is alkalmas lehet a megfeleld matrix alkalmazasaval. A kisebb
molekulatomegli vegyiiletek MALDI vizsgalata és fOként szerkezetazonositdsa a mai
napig szamos kihivassal kiizd. Ezek koziil a legismertebb a matrixként alkalmazott
probléma az m/z 800-3000, illetve magasabb tomegtartomanyban nem, vagy csak
minimalisan jelentkezik. A dolgozat tovabbi fejezeteiben jol korvonalazodik, hogy a
MALDI TOF/TOF MS kivaloan alkalmas triptikus peptidek, polipeptidek (pl. PACAP-
38) aminosavszekvenciajanak meghatarozasara. Végiil a MALDI TOF/TOF MS szinte
az egyetlen olyan tdmegspektrometrids modszer, amely nagy, akér tobb szazezer Dalton
tomegli fehérjék ,,top-down” szerkezetvizsgalatara, nativ 4llapotban is alkalmas lehet.

7. A disszertacio 69-70. oldalan roviden ismertettem a nano-DESI Orbitrap vizsgalatok
soran alkalmazott f0bb paramétereket.

,Nanoporlasztdsos deszorpcios elektroporlasztasos ionizacidt (nano-DESI) hasznaltunk
az MS/MS spektrumok felvételére kozvetleniill a konnyeket tartalmazd Schirmer
papirokrdl (n=6). A nano-DESI szonda két olvasztott szilicium-dioxid kapillarisbol (ID
50 um, OD 150 pm, Polymicro Technologies, Molex, Lisle, IL) allt, amelyek egymassal
45°-0s szoget zartak be. Az elsddleges ¢s masodlagos kapillarisok kdzott 0,5 pl/min
aramlasi sebességgel 2% (V/V) hangyasav tartalmu metanol-viz (9/1, V/V) elegyet
aramoltattunk. A masodlagos kapillarison keresztiil a mintaval érintkezé oldoszer a
tomegspektrométer ESI forrasaba jutott. A mintdkat tartalmaz6 Schirmer papir feliiletét
10 wl 0,1%-0s (V/V) TFA-val egy mikroszkop targylemezen aztattuk, majd az
iiveglemezt motorizalt mintamozgat6 asztalra helyeztiik (Newport Corporation, Irvine,
CA, USA) és a nano-DESI szonda ala irdnyitottuk. Az anyagot nano-DESI szondaval
extrahdltuk a Schirmer papir nedves felilletérdl, és QExactive Plus Orbitrap
tomegspektrométerrel (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Németorszag) elemeztiik. A
miszer spektralis felbontasat 70000-re (m/Am) allitottuk be és a vizsgalatok soran 3
kV-os primer kapillaris fesziiltséget alkalmaztunk. A szelektiv ionmonitorozast (SIM)
m/z 648,5+2-re allitottuk, ami megfelel az altalunk kordbban nano-ESI-vel detektalt 7-



szeresen toltott PACAP-38 ionnak (z=7). A CID tandem tomegspektrometrias
vizsgalatoknal prekurzorionként az m/z 648,5+1 értéket allitottuk be (44. abra).”

Itt ragadom meg az alkalmat, hogy még egyszer kifejezzem halamat Ingela Lanekoff
professzor asszonynak a nano-DESI vizsgalatok sordan nytjtott segitségéért.

Ko6szo6nom a korrekciot! Egyetértek opponens Ur helyesbitésével.

K06sz6ndm opponens ur megjegyzését. Mivel tudomanyos munkam jelentds részét
biologiai és klinikai mintdk vizsgalata tette ki, igy sziikségesnek éreztem az analitikai
feladatokat ¢s modszerfejlesztéseket meghatdrozo tudomanyos alapproblémak
felvazolasat. Bevallom Oszintén, nehéz volt megtaldlni az idedlis egyensulyt a
terjedelem ¢€s a megértést legjobban szolgaldé mélység kozott, igy elképzelhetd, hogy
néhol tdmdorebben kellett volna fogalmaznom.

Kérdések:

1.

A képalkotasi tomegspektrometrids alkalmazasok esetén a molekulak szoveti diffuzioja
az adott eljaras fliiggvényében valtozé mértékl kritikus paraméter. Minden esetben a
¢s reprodukalhaté IMS vizsgéalatok sikerességének zaloga az optimalis
mintael6készitésben keresendo.

A MALDI IMS moédszer kiemelkedéen jo eredményeket mutat a heterogén szoveti
struktarak megtartasa vonatkozasaban. A tangencialis diffuzio elhanyagolhatosdga a
matrixkristalyosodasi folyamat gyorsasaganak ¢és a nedvesedési paraméterek
kontrollaldsanak koszonhetd. Tobb szempontbdl is meghatarozo a matrix oldoszerének
parolgédsa, amely jelentésen befolyasolja a feliileten kialakuld cseppben 1étrejovo
diffazio, a feliileti extrakcio és a matrixkristalyok struktirdjanak paramétereit.

Munkam soran az optimalis képalkotasi paramétereket €s a diffuzio csokkentését a
kovetkezd stratégiaval értem el:

- A szoveti diffuzio csokkentése érdekében a nativ, tehat nem fixalt mintakat a lehet6
leggyorsabban  lefagyasztottam  folyékony nitrogénben vagy -80°C-os
mélyfagyasztoban.

- A szdvetmintakat felolvasztas nélkiil helyeztem a kriosztatba.
- A szovetmetszetek készitése kriosztatban, -20°C koriili homérsékleten tortént.

- A szovetmetszeteket tartalmazo targylemezeket a képalkotasi tomegspektrometrids
vizsgalatig -80°C-os mélyfagyasztoban taroltam.

- A szovetmintdk bevonasa a MALDI matrix vegylilettel specidlis cseppképzd,
porlaszt6 vagy szublimacios eljaras segitségével torténik. A matrixoldat porlasztasa
esetében a cél az optimalis térfogata folyadékcseppek létrehozasa, amely a
megfeleld extrakcido mellett megtartja az eredeti molekularis eloszlast. A matrix
mennyiségének optimalizaldsat és a felillet homogén bevonasanak mindségét
porlasztasi és szaritasi ciklusokkal szabalyoztam. Erre a célra a dolgozatban is



ismertetett, altalunk kifejlesztett piezoelektromos porlasztd berendezést hasznaltam
(23-24. oldal).

Mindezek mellett a MALDI IMS térbeli felbontasa akar 5-10 mikrométer is lehet még
rutin felhaszndlds esetén is. Az oldaliranyt diffizidé elhanyagolhatd mértékét
disszertacidom 103. és 105. dbrdja is jol szemlélteti, ahol a kriosztatos metszést kdvetden
jol megdrzodott a vizsgalt komponensek sejtszinti lokalizacioja.

A molekularis diffuzié csokkentésének masik modja a szovetek, sejtek kémiai fixalasa,
amely torténhet példaul formalinnal vagy etanollal. A klinikai gyakorlatban alkalmazott
formalin  fixalt paraffinba 4gyazott (FFPE) szovetblokkok  képalkotasi
tomegspektrometrias vizsgalataval kapcsolatban szamos kozlemény latott napvildgot
(Gorzolka et al. 2014 Histol Histopathol 29(11):1365-76., Casadonte et al. 2017 Adv
Cancer Res 134:173-200., Taylor et al. 2025 Methods Mol Biol 2884:305-332.).
Azonban a vizsgalatok Osszetett mintaelokészitést igényelnek és érzékenységiik,
reprodukalhatosaguk, valamint térbeli felbontasuk jelentésen elmarad a nativ
szovetmintdk eredményeitdl.

Az in-vivo koriilmények kozott elvégezhetd 1ézer ablacios (pl. LAESI) technikéknal a
szovetmintdk vagy sejtek nedvességtartalma jelentds lehet, amely ndvelheti az
oldaliranyu diffuzi6 lehetdségét. Azonban a szoveti €s sejtes struktirak integritdsanak
megOrzése segitségével (nincs metszetkészités) és megfeleld 1ézerfokuszalassal akar
sejtszintli felbontast informdaciok is nyerhetdk.

A képalkotasi tomegspektrometrias mérések kiértekelése tobb szempontbodl is
hosszadalmas és nehéz folyamat. Egyrészrdl, a szovetmetszet elére meghatarozott
pontjairol a bedllitott tomegtartomanyon beliill tomegspektrumokat rogzitiink. A
spektrumok szama tetszélegesen valtoztathatd, de pixelenként tipikusan 300/500
spektrum keriil eltaroldsra. Ebbdl kovetkezik, hogy egy nagyobb kiterjedésti minta
esetében akar tobb szdzezer egyedi spektrum 1is keletkezik, amely hatalmas
adatmennyiséget general. A jelentds mennyiségli adat normalizalasa, kalibrélésa,
szlirése, kiértékelése és értelmezése hosszadalmas folyamat. Ezt neheziti az, hogy a
kiilonb6z6 vegyiiletek adduktjai megjelennek a tomegspektrometrids eredményekben,
kiilonosképpen  lipidek esetében. A  jelenség jelentdsen csokkentheti a
tomegspektrometrias csticsok intenzitasat és igy érzékenység csokkenést okoz az egyes
célmolekuldk esetében. Munkam sordn az azonositott lipid specieszekre jellemzd
protonalt, valamint Na-mal és K-mal képzett kvazimolekulaionokat is megvizsgaltam.
A kiértékelés soran csak azokat a lipideket fogadtam el azonositottnak, amelyeknél a
kiilonb6z6 ionformak lokalizacidja egyezdséget mutatott a szoveti strukturaban.

A kiilonb6z6 ionokkal képzett adduktok egységesitése érdekében illékonyabb Li-sokat
(pl. Li-acetat) is alkalmazhatnak, ugyanis ilyenkor csak a [M+Li]" detektalhatd (Cerruti
et al. 2011 Anal Bioanal Chem 401(1):75-87., Horka et al. 2014 J Mass Spectrom
49(7):628-38.), azonban €n ezt az eljarast nem alkalmaztam.

Mint azt disszertdciomban is roviden felvazoltam (11-15. oldal), a MALDI soran
bekovetkezd ablacids/deszorpcids/ionizéciés folyamatok egy része nem kellen



tisztazott. [gy az ablacios gazfelhdben lezajloé molekuléris atalakulasokrol gyakran csak
analdgidkra épiild sejtéseink vannak.

A vizsgalt 0sztrogének (Osztron, B-Osztradiol, dsztriol) derivatizalas nélkiil nehezen
ionizalhato apolaris vegyiiletek. Ezt azonban kissé arnyalja az A-gytiriiben megtaldlhato
aromds fenolos hidroxicsoport, amelynek pKa értéke (25°C-on megkdzelitdleg 10,4-
10,8) enyhén savas karakter(i ahhoz, hogy negativ ionizaciés mddban torténd ESI vagy
MALDI soran [M-H] kvézimolekulaionnd deprotonaldédjon. Ezzel szemben a
progeszteron ¢és a tesztoszteron 3-as szénatomjan keto-csoport talalhatd, amely
protonalodasa révén eldsegiti a pozitiv ionmodban torténd detektalast (Son, et al. 2014
Bulletin-Korean Chemical Society 35:1409)

A tomegspektrumokon a baziscsticsok mellett megjelend egyéb csucsokat annak idején
sajnos nem azonositottuk. Valdszinlisithetd, hogy a spektrumon megjelend csticsok a
fullerén oldészereként hasznalt toluolbdl szarmazo szennyezoktdl szarmazhatnak. Ezt a
feltevést arra alapozom, hogy az olddszert az intézetiinkben desztillaltuk, igy ez az
egyetlen felhasznalt vegyszer, ami nem volt ellendrzott tisztasagu.

A 14. dbran m/z 311 megjelend csucs a tesztoszteron Na® adduktja, amely szamos
vizsgalatunkban kimutathat6 volt.

A 3. tdblazat masodik oszlopaban szerepld tomegértékek koziil az elsé a negativ
(6sztron, B-0sztradiol, 6sztriol) illetve pozitiv (progeszteron, tesztoszteron) ionizacios
modban  detektalt  deprotonalt  ([M-H]) valamint protonalt ([M+H]")
kvézimolekulaionjainak m/z értékei. Mig a masodik, zardjelben talalhatd értékek az
adott vegyiiletek monoizotopos molekulatomegei. A negativ és pozitiv ca. 1Da eltérések
is ennek koszonhetdek. Elismerem, hogy a tablazat szerkesztésénél és feliratozdsanal
ezt az oszlopot kettészedhettem volna a pontosabb prezentalas érdekében.

A 3. tdblazatban szerepld két mdédon megadott kimutatasi hatar a mintatartd lemez egy-
egy pontjara szaritott még megfeleld0 mindségben detektdlhatd (jel/zaj arany 3:1)
pmol-ban. A két érték megtartdsa az eredeti kozleménybdl tortént tartalmi modositas
nélkiili adaptacio eredménye.

Munkdm soran kiterjedt vizsgalatokat végeztem kiilonbozd fullerének és fullerén
szarmazékok MALDI TOF MS elemzésével kapcsolatban. Vizsgaltam Ceo, C70 és
magasabb szénatomszdmmal rendelkezé fulleréneket, illetve mechanokémiai
modszerrel eléallitott szarmazékaikat egyarant. A fulleréneket a Sigma Aldrich-to6l
vasaroltuk, illetve Braun Tibor professzor Ur bocsatotta a rendelkezésiinkre, amit ez{iton
is haladsan koszonok neki. Tapasztalataink alapjan a Cro fullerén alkalmazasa
eredményezte a legjobb ionizacios hatasfokot a vizsgalt szteroidok vonatkozdsédban. A
jelenség magyardzata a nagyobb szénatomszamu fullerén kiterjedtebb delokalizalt
elektronszerkezetében és a konnyebb gerjeszthetdségében keresendd. A fullerének
MALDI matrixként valdé alkalmazasa soran hatranyt jelent az optimalis
ablacid/deszorpcid/ionizacié nagyobb lézerfluencia igénye a konvenciondlis szerves



matrixokhoz képest. A C7o elsd ionizacids energiaja (7,47 eV) valamivel alacsonyabb,
mint a Ceo fulleréné (7,64 eV). Az elektronaffinitisban €s a gerjeszthetdségben még
nagyobb kiilonbségeket tapasztalhatunk a Cro asszimetridjanak koszonhetden, ami segiti
a MALDI elemi folyamatait €s igy javitja az ionizacid hatasfokat.

A mérések reprodukalhatosagara jellemzdé ,nyers” tomegspektrumokat az alabbi
reprezentativ abran mutatom be.
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Azonos lézerfluencia ¢s impulzusszdm esetén az ismételhetdség elfogadhatonak
bizonyult, bar mutatott némi ingadozast néhany komponens esetében. Az
ismételhetdség jelentdsen javithatdé volt a spektrumok normalizalasaval (pl.
ClinProTools) ami lehetové tette a szemikvantitativ alkalmazast.

A borok polifenol és antocianin koncentracidinak fajta, évjarat és technologia fiiggését
mar kordbban HPLC vizsgalatokkal kimutattuk (Nikfardjam et al. 2006 Food Chem
98:453-462., Avar et al. 2007 J Mol Sci 8:1028-1038.), MALDI eredményeink csupan

megerdsitették ezeket.

Canonical Discriminant Functions
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A Vylyan, Polgar és Bock pincészet kiilonboz6 fajtaja és évjaratu borainak statisztikai
vizsgalata (doktori mii 37. 4bra).



4000

3000

[mg/l]
o]

2000

e

0
N= 5510‘066 44 226610104444 334433 22 44

. iy <
aee er"’ofooo,'ﬁ-tp
o, o % w T, T % % R, g B, R %,

o 40& % "o, Uy Y %
%
9,,0 '90:7 rs’% e %
@,
Variety

Teljes polifenol (sarga) és antocianin (piros) koncentraciok alakulésa a fajta
fiiggvényében (Nikfardjam et al. 2006)
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A transz-rezveratrol koncentracioja a fajta fliggvényében (Nikfardjam et al. 2006)



8. MALDI MS vizsgalatainkat a PACAP kvalitativ kimutatasanak érdekében fejlesztettiik
ki és alkalmaztuk széleskoriien. Sajndlatos moédon a PACAP kvantitativ vizsgalatara
jelenleg nincs validalt tdmegspektrometrids modszer. Munkacsoportomban is szamos
technikat teszteltiink annak érdekében, hogy reprodukalhatdé kvantitativ analitikai
lehetdséget adjunk a kollégdk kezébe. A kozel egy évtizedes munka azonban
sikertelennek bizonyult. Nem sikeriilt reprodukalhat6 ¢és kelléen érzékeny modszert
fejleszteniink az Osszetett analitikai probléma megoldasara.

A disszertaciomban szerepld kvantitativ eredmények a PACAP vonatkozasdban, mint
azt a 65., 66., 67., 74. oldalakon is emlitettem radioimmunoassay (RIA) mérésekkel
torténtek, amelyek a PACAP-38-szerli immunreaktivitds meghatarozasan alapultak.
Mint ahogy azt disszertdcioban is emlitettem, a RIA a PACAP vonatkozasaban a
nemzetkdzi szakirodalomban elfogadott, tudomanyosan elismert modszer, azonban
jelentds hibakkal terhelt. Sajndlatos modon megbizhatobb és érzékenyebb analitika
hianyaban azonban nincs lehetdségiink mas technikat alkalmazni.

crer

crer

jelentdségli. A 65-66. oldalon ismertetem az anyatej mintdk gyijtésének és
elékészitésének rovid menetét, illetve a vizsgéalatok eredményeit, amelyeket a 40. dbra
foglal 0ssze. Az anyatej mintdk PACAP-szerli immunaktivitdsa, tehat megkozelitd
PACAP-38 koncentracidja atlagosan tizszeres (5-20X) novekedést mutatott a
vérplazméban detektalt értékhez képest (ca. 3500 fmol/ml) (40.G abra).
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Az anyatej rendkiviili PACAP-38 koncentracidja a csecsemokori taplalas fontossagara
¢s a polipeptid korai neuralis fejlédésben betoltott szerepére utalhat.

9. Elfogadom opponens ur kételyeit a detektalt Na* addukttal kapcsolatban. Jelentds
bizonytalansagot hordoz a kérdéses PACAP szarmazék keletkezése. A peptidek és
fehérjék fiziologias koriilmények kozott natriumion-fehérje komplexek formajaban
megjelenhetnek, azonban ezek a gyenge elektrosztatikus kotéerdkre €piild strukturak
tomegspektrometridsan nem detektalhatok. A PACAP primer szerkezete (pl. polaris
aminosavak) révén konnyen elképzelhetd, hogy a szervezetben Na-ion komplexekben
is megjelenik, azonban ez nem bizonyitott. Szinte biztosra vehetd, hogy a
mintaelokészités, illetve az alkalmazott olddszerek hatdsara jott létre a
tomegspektrometriasan detektalt Na* addukt. Munkam soran nem volt célom a kérdéses
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addukt fizioldgids jelenlétének kimutatdsa csupdn a PACAP-38 MALDI TOF MS
detektalasa patkany vérplazmabol. Az adott kdzleményben targyalt modszerfejlesztés
¢s analitikai eredmények jelentdsége azok jdonsagtartalmaban rejlik, hiszen ez volt az
els6 olyan publikacid, amelyben PACAP-38 tomegspektrometrias detektalasat a
szakirodalomban ismertettiik.

A PACAP egy pleiotrop hatast neuropeptid, amely elsésorban a PACI receptoron
keresztil fejti ki hatasat. A receptor aktivacidja az adenilat-ciklaz—cAMP—protein-kinaz
A (PKA) jelatviteli utvonal mellett a MAPK/ERK ¢és PI3K/Akt kaszkadokat is aktivalja.
Ezek a jelatviteli utak kulcsszerepet jatszanak a sejtek talélésében, valamint az oxidativ
stressz elleni védekezésben, tobbek kozott antioxiddns ¢és stresszvalasz gének
transzkripcidjanak szabalyozéasan keresztiil.

A glutation (GSH) a sejtek legfontosabb nem enzimatikus antioxidansa. PACAP
jelenlétében fokozodik a glutation-szintézishez és -regeneraciohoz kapcsolodo enzimek
aktivitdsa, részben az Nrf2 transzkripcidés faktor aktivacidjan keresztiil. Ennek
kovetkeztében oxidativ terhelés sordn hatékonyabb ROS-semlegesités valosul meg.
Fiatal allatokban a PACAP hidnya csak mérsékelt valtozast eredményez a GSH-
szintben, mivel az antioxidans rendszer kompenzicidés mechanizmusai még
megfeleléen miikddnek. Ezzel szemben idds PACAP-hidnyos dallatokban a
glutationtartalom jelentdsen csokken, ami fokozott oxidativ kdrosodassal €s sejtszintii
diszfunkcioval tarsul.

A szuperoxid-dizmutdz az enzimatikus antioxidans védekezés egyik kulcseleme.
PACAP jelenlétében a SOD aktivitasa emelkedett, ami a szuperoxid gyokok hatékony
elimindciojat biztositja. PACAP hianyaban — kiilondsen 1dds allatok esetében —a SOD
aktivitas csokken, mikozben nd a lipidperoxidaciéo és mas oxidativ stressz markerek
szintje. Ez arra utal, hogy a PACAP fontos szerepet jatszik az enzimatikus antioxidans
védelem fenntartdsdban az dregedés soran.

A hoésokkfehérjék (HSP) a sejtes stresszvalasz meghatarozd komponensei, amelyek
eltavolitasat. A PACAP kozvetetten moduldlja a HSP-expressziot a stresszjelatviteli
utvonalak (ERK, CREB) szabdlyozasan keresztiil. PACAP jelenlétében a sejtek adaptiv
stresszvalasza hatékonyabb, mig PACAP hidnyaban — kiilondsen idds korban — csokken
a HSP-expresszio, ami rontja a sejtek oxidativ stresszel szembeni ellenalld képességét
(Douiri et al. 2016 J Neurochem. 137(6):913-30., Reglodi et al. 2004 Reg Pep 123 (1-
3):51-59., Ferencz et al. 2010 J Mol Neurosci 42:428-34., Ferencz et al. 2009 J Mol
Neurosci 37:168-76.).

Az agyszovet feldolgozasa soran alkalmazott mintael6készitési eljaras garantalta a so-
¢és lipidmentes mintdkat, amelynek megfeleléen a kérdéses m/z tartomanyon beliil
peptidek és polipeptidek voltak detektalhatok. A csiga CNS homogenizatum mintak
elokészitését ¢és tisztitdsat a kovetkezok szerint végeztem el: A mintédkat 13000 g-vel
4°C-on 10 percig centrifugaltam, ami az alacsony oldhatosagt lipidfrakcio jelentds
hanyadat eltavolitotta az elegybdl. Ezt kovetden Ca, illetve Cis ZipTip szilard fazisu
extrakciot (SPE) hajtottam végre, amely megtisztitja a mintdkat a sok és lipidek
maradvanyaitol. Elséként az oszlop toltetét kondiciondltam és aktivaltam 100%
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acetonitril, majd 0,1% hangyasav vizes oldata segitségével. Ezt kovette a mintak
felvitele, amikor a hidrofil 6sszetevok, sok, metabolitok nem kotddnek az oszlophoz,
mig a lipidmaradvanyok, peptidek, proteinek specifikusan kik6tddnek a feliiletre. A
0,1%-0s hangyasav oldattal val6 mosast kovetden a lipidmaradvanyokat 5%-os
acetonitril - 0,1% vizes hangyasav elegyével tavolitottam el. Végil a
peptidek/polipeptidek lemosasa a szilard fazisr6l magas szerves komponens tartalmt
eleggyel, tipikusan 50-80% acetonitril - 0,1% hangyasav oldattal tortént.
Tapasztalataink alapjan az igy tisztitott mintak so- és lipidmentesnek tekinthetdek.

A tumoros mintdk lipid vizsgéalatanal specifikus extrakcios technikat alkalmaztam a
lipidfrakcio tisztitasa érdekében (Schmidt et al. 2020 Oncotarget 11:2702-2717.). A 20
mg tumoros ¢és nem neoplasztikus stroma szdvetet vizben 5 percig, 4°C-on
homogenizaltam cirkonium-oxid gyongyok (0,5 mm) jelenlétében. A homogenizatum
egy részét (2 mg nedves tomegnek megfeleld) azonnal egyfazisi metanolos lipid
extrakcionak vetettem ald. A homogenizatumot 1 ml 0,001% butilezett hidroxi-toluolt
tartalmazé metanolban ultrahanggal 5 percig kezeltem. majd 10 000 g-vel 5 percig
centrifugaltam. A feliiluszot egy 0j Eppendorf csbe vittem at. A kivonatokat —20°C-on
taroltam az MS analizisig.

Ko6szondm, hogy a dolgozat részletes és alapos kritikai értékelését kovetden elismerden
nyilatkozik eddigi tudomanyos és innovacios eredményeimrol.

Bizva vélaszaim elfogaddsaban és azok pozitiv elbiralasaban, tisztelettel:

Pécs, 2026. februar 26. _CSSegs.

— r—]

Dr. Mark Laszl6
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